1. (Qué es el citocromo P-450 y como funciona?
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1. RESUMEN

El citocromo P-450 (P-450) es el principal responsable del metabo-
lismo oxidativo de los xenobiodticos. No se trata de un Unico enzima, sino
que en realidad es una familia de hemoproteinas presentes en numerosas
especies, desde bacterias a mamiferos, y de las que ya se han identifica-
do mas de 2000 isoformas diferentes. Todos los P-450s conocidos se nom-
bran siguiendo un criterio comun y se agrupan en familias y subfamilias
en funcién de la similitud en la secuencia del ADN que los codifica. Las
familias 1, 2 y 3 estdn constituidas por enzimas encargados de la bio-
transformaciéon de xenobidticos, mientras que el resto de familias inclu-
yen P-450s que intervienen en la biosintesis y el metabolismo de com-
puestos endégenos. Una de las caracteristicas mds significativas de los
P-450 que metabolizan xenobidticos es su baja especificidad, lo que per-
mite que sean capaces de metabolizar un nimero casi ilimitado de subs-
tratos, principalmente a través de reacciones de oxidacién, pero también
de reduccién e hidrolisis. Las oxidaciones catalizadas por el P-450 son
reacciones de monooxigenacioén dependientes de NADPH y para las que
utiliza oxigeno molecular. Como consecuencia de estas reacciones el P-
450 acelera la eliminacién del organismo de gran nimero de farmacos y
compuestos toxicos, pero también es el responsable de la activacion de
toxinas o precarcindgenos. En el hombre, los P-450s estdn ampliamente
distribuidos por todo el organismo, si bien el higado es el 6rgano con ma-
yor expresion de estos enzimas. Su expresion estd regulada por factores
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genéticos (algunos presentan polimorfismos genéticos), fisiopatologicos
(regulacion hormonal, enfermedades) o ambientales (factores nutriciona-
les, induccidn, inhibicién). Por esta causa, sus niveles hepaticos varian
extraordinariamente entre diferentes individuos, lo que justifica las nota-
bles diferencias que, en ocasiones, se observan en el metabolismo de far-
macos y xenobiodticos y, en ultima instancia, la variabilidad en la respuesta
farmacoldgica o la diferente susceptibilidad a la accion de téxicos o car-
cindgenos.

2. INTRODUCCION: EL METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

A lo largo de su evolucion, los organismos vivos han estado expues-
tos de forma continua a nimero creciente de sustancias quimicas extra-
fas presentes en su entorno y susceptibles de acceder a su interior de
modo accidental. Para salvaguardarse del libre acceso de estos compues-
tos, los organismos vivos interponen una serie de barreras de naturaleza
fisica o bioldgica. No obstante, un nimero indeterminado de los mismos
es capaz de superar dichos mecanismos de proteccion y contactar con las
células y tejidos produciendo efectos de diversa indole. Los compuestos
quimicos que no forman parte de la composicion habitual del cuerpo hu-
mano, pero que son capaces de acceder a su interior se conocen con el
nombre genérico de xenobidticos. Se trata de compuestos de naturaleza
quimica muy variada, algunos de los cuales son de origen natural, entre
los que destacan las micotoxinas o los alcaloides, si bien la inmensa ma-
yoria son productos originados por la propia actividad humana, como los
contaminantes ambientales o los compuestos quimicos de sintesis.

El vertiginoso desarrollo de la industria quimica en las dltimas déca-
das ha hecho aumentar de forma excepcional el nimero de estos com-
puestos, con el correspondiente aumento del riesgo de contacto con los
mismos. Algunas estimaciones elevan a varios miles el nimero de molé-
culas nuevas introducidas cada afio y que engrosan la ya larga lista de xe-
nobidticos. Estos compuestos pueden acceder a nuestro organismo me-
diante ingestion, inhalacién, por via parenteral o a través de la piel. Entre
los mismos se incluyen farmacos, cosméticos, aditivos alimentarios, pes-
ticidas, productos de uso doméstico, derivados de la combustion de car-
burantes, residuos procedentes de la industria quimica, etc. Los xenobi6-
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ticos no son utilizados como nutrientes, por lo que no se incorporan a las
rutas bioquimicas del metabolismo intermediario y no son degradados a
través de estas vias metabolicas. Se trata, en general, de compuestos de
naturaleza lipofilica por lo que pueden atravesar con relativa facilidad las
membranas bioldgicas, acceder al interior de las células y unirse a estruc-
turas celulares de carécter lipofilico. Al mismo tiempo, su eliminacién del
organismo es dificultosa, dado que la excreciéon de compuestos no volati-
les se realiza a través de fluidos de naturaleza acuosa, principalmente ori-
na. Ante esta situacion, los organismos vivos han desarrollado sistemas
metabdlicos alternativos para acelerar la eliminacién de estos compuestos.
Se trata de una serie de enzimas no integrados en las vias del metabolis-
mo energético o intermediario del organismo y cuyos substratos son los
xenobidticos. Su funcion es la de convertir los xenobidticos en moléculas
mads polares, mas hidrosolubles y, por tanto, mds facilmente excretables.
El papel de estos enzimas es clave para la supervivencia celular. De no
existir tales vias metabdlicas, una vez en el interior del organismo los xe-
nobidticos tenderian a acumularse alterando el equilibrio celular y provo-
cando alteraciones funcionales e incluso la muerte celular.

Al conjunto de procesos enzimdticos a los que se ven sometidos los
xenobidticos en el organismo tendentes, en general, a su neutralizacion y
eliminacidn se les conoce como reacciones de biotransformacion o de me-
tabolizacion de xenobidticos. Tradicionalmente estos procesos se han agru-
pado en dos fases o etapas. En la fase 1 los xenobiéticos son modificados
mediante reacciones de oxidacion, reduccion o hidrélisis y convertidos en
productos mds hidrosolubles gracias a la apariciéon de nuevos grupos fun-
cionales de caricter polar (hidroxilo, amino, carboxilo). En la fase 2 los xe-
nobidticos, o los metabolitos generados por las reacciones de la fase 1, se
combinan con moléculas endégenas de caricter polar para formar produc-
tos de conjugacion que son rdpidamente excretados. En general, los enzi-
mas de fase 1 son capaces de transformar multiples substratos y catalizar
reacciones diferentes. Se trata de proteinas cataliticas de naturaleza muy di-
versa entre los que se incluyen enzimas con actividad monooxigenasa,
como el citocromo P-450 o la flavin monooxigenasa, diversas oxidasas (al-
cohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas, aromata-
sas), la epoxido hidrolasa o esterasas y amidasas hepdticas y plasmaticas
(Figura 1). El citocromo P-450 es sin duda el miembro més destacado de
este grupo de enzimas y el que ha sido mas ampliamente estudiado.
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Ficura 1. Participacion relativa de diferentes enzimas de fase 1 en el metabolismo
xenobidticos

3. EL CITOCROMO P-450: CARACTERISTICAS GENERALES

Es dificil precisar la fecha concreta en que fue descubierto el cito-
cromo P-450. Los primeros conocimientos sobre el mismo se remontan
a estudios realizados por diversos grupos en los afios 50 a partir de te-
Jjido hepatico de mamiferos. Transcurrieron varios afios hasta que en 1964
Omura y Sato (1) identificaron la naturaleza hemoproteica de un pig-
mento presente en los microsomas hepéticos de diferentes especies, que
era capaz de unirse al CO tras ser reducido por NADPH o por ditioni-
ta. Esta proteina recibi6 el nombre de citocromo P-450 y su funcién ca-
talitica pronto se relacioné con el metabolismo de algunos farmacos y
compuestos toxicos. A partir de ese momento el estudio de este enzima
despertd un considerable interés entre la comunidad cientifica. En un
principio los resultados obtenidos en diferentes laboratorios no coinci-
dian y se cred cierta confusion con respecto a las funciones y caracte-
risticas del citocromo P-450. Esto fue aclarado cuando se comprob6 que
existian varios tipos de moléculas de citocromos P-450, incluso en indi-
viduos de una misma especie. Desde los momentos de incertidumbre ini-
cial hasta la actualidad se ha recorrido un largo camino que ha permiti-
do alcanzar un elevado grado de conocimiento de la estructura, funcién
y propiedades de estos enzimas (2).

El sistema P-450 presenta una enorme versatilidad funcional que se
refleja tanto en la gran variedad de procesos que puede catalizar, como en
el elevado nimero de substratos que es capaz de metabolizar. Si bien el
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monooxigenasa
RH + NADPH + O, + H¥ —— ROH + NADP++ H,0

oxidasa
NADPH + O, + H* ———— NADP* + H,0,

peroxidasa
RH+ LOOH —— ROH +LOH

FiGUrRA 2.  Reacciones enzimdticas de oxidacion

P-450 interviene fundamentalmente en reacciones de oxidacion, también
es capaz de catalizar reducciones, hidrataciones o hidrdlisis. Salvo conta-
das excepciones, el P-450 requiere oxigeno molecular y NADPH para oxi-
dar el substrato. Se trata de reacciones de monooxigenacién en las que
s6lo uno de los 4tomos de oxigeno es incorporado en la molécula del subs-
trato, mientras que el otro es reducido hasta agua (Figura 2). A los enzi-
mas que catalizan este tipo de oxidaciones se les conoce como monooxi-
genasas u oxidasas de funcion mixta. Estas reacciones difieren de las
catalizadas por las oxidasas del metabolismo intermediario, con formacion
de perdxido de oxigeno, y de las reacciones peroxidacién en las cuales el
atomo de oxigeno introducido en el substrato procede de peréxidos y no
del oxigeno molecular. Entre las oxidaciones catalizadas por el P-450 se
incluyen hidroxilaciones aromadticas y alifdticas, N- y S-oxidaciones, epo-
xidaciones, O-, N- y S-desalquilaciones, desaminaciones, desulfuraciones,
deshalogenaciones y deshidrogenaciones. Entre sus substratos se incluyen
tanto moléculas pequefias como otras mucho mayores (p. e. etanol y ci-
closporina, con pesos moleculares de 40 y 1203 D, respectivamente), aro-
maticas o lineales, tanto planas como globulares, que contengan o no he-
terodtomos. Esta amplia especificidad de substrato es debida a la existencia
de multiples formas del enzima, cada una de las cuales se ha adaptado
para el metabolismo de grupos de compuestos relacionados estructural-
mente. Aun asi, esta versatilidad no tiene precedentes y ningtin otro enzi-
ma puede acomodarse a substratos de naturaleza quimica tan dispar. No
seria disparatado afirmar, que toda molécula (incluso compuestos quimi-
cos de tultima generacién) que entrara en contacto con el organismo po-
dria ser metabolizada, en mayor o menor medida, por el P-450.
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Otra de las caracteristicas mds significativas del P-450 es su induci-
bilidad por los propios xenobidticos. Las primeras alusiones en este sen-
tido se remontan a los afios 50-60, al observarse que pacientes que eran
tratados con ciertos farmacos desarrollaban una tolerancia al mismo de
manera que eran necesarias dosis crecientes para producir el mismo efec-
to. Este hecho fue constatado en estudios con animales de experimenta-
cién y se comprobd la existencia de tipos o grupos de inductores que ac-
tuaban de forma selectiva sobre diferentes enzimas P-450 (3, 4).

4. ESTRUCTURA, LOCALIZACION CELULAR Y FUNCION
METABOLICA DEL CITOCROMO P-450

Los P-450s son hemoproteinas cataliticas en las cuales un grupo tiol
del aminoécido cisteina sirve como quinto ligando al &tomo de hierro del
grupo hemo y el sexto ligando es una molécula de agua (al menos asi apa-
rece en las estructuras de cristal del enzima libre de sustrato disponibles
hasta el momento) (5). En general los P-450s de eucariotas tienen un peso
molecular que oscila entre 50 y 60 kD. La similitud en la secuencia de
aminodcidos entre los diferentes P-450s es relativamente baja, llegando a
ser menor del 20% en algunos casos (6). El extremo C-terminal de la mo-
lécula presenta una conservacion de las secuencias de aminodcidos entre
los distintos P-450s mayor que la region N-terminal. El menor grado de
conservacion corresponde a las secuencias intermedias. Un 30% de iden-
tidad de la secuencia en la zona intermedia puede considerarse como sig-
nificativa, mientras que un 50% de homologia en la regién C-terminal po-
dria considerarse como baja. A pesar de ello, los estudios de cristalizacion
de proteinas han permitido comprobar que existe una elevada conserva-
cién en la topografia y estructura tridimensional de los P-450s (7). De for-
ma general, la molécula del enzima estd constituida por una combinacion
de regiones o-hélice y de hojas fundamentalmente en la region de la pro-
teina que rodea al grupo hemo, mientras que las regiones mds variables
son las que constituyen los lugares de anclaje a la membrana o de unién
y reconocimiento de substratos (8). La alta conservacion de la regién del
hemo, que se corresponde con el centro catalitico del enzima, refleja un
mecanismo comun de transferencia de electrones y de protones y de acti-
vacion de oxigeno (9). El enzima permanece anclado a la membrana a tra-
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vés de una hélice hidrofébica cercana al extremo N-terminal, por lo que
la mayor parte de la proteina se sitda en la cara citosélica de la membra-
na (10). Esta hélice transmembrana estd seguida, por regla general, por
una serie de aminodcidos basicos cuyos residuos interaccionan con las car-
gas negativas de los lipidos de la membrana.

El monéxido de carbono puede unirse al hierro ferroso (forma reduci-
da de la hemoproteina) del P-450 para formar un complejo Fe**~CO, pro-
duciendo un cambio en el méximo de absorbancia del grupo hemo (pico de
Soret) a 450 nm. Esta propiedad es precisamente la que dio origen a que es-
tos enzimas pasaran a denominarse como citocromo P-450 (P es por pig-
mento), a pesar de que, como se comprobd posteriormente, estas hemopro-
teinas no son citocromos, en el sentido estricto de la palabra. Este maximo
de absorbancia caracteristico del P-450 es utilizado para su cuantificacion
espectrofotométrica. El grupo tiol de la cisteina ligado al 4tomo de hierro es
el responsable de este pico de Soret. En el resto de hemoproteinas, en las
que la histidina actda como ligando, el mdximo de absorcion aparece a 420
nm. El CO se une con gran afinidad e impide la union y la activacion del
oxigeno molecular y, de este modo, inhibe de forma reversible la actividad
enzimatica del P-450. Otros ligandos (substratos e inhibidores) también pue-
den inducir cambios de absorbancia en el pico de Soret, lo que permite el
analisis por espectrofotometria de la unién de tales compuestos.

Los enzimas P-450 catalizan el ataque oxidativo a compuestos de natu-
raleza organica (hidrocarburos y sus derivados) no activados. Estas reaccio-
nes de oxidacion son regio- y estero-especificas y tienen lugar a temperatu-
ra fisiolégica. Si estas mismas transformaciones no estuvieran catalizadas no
serian especificas y necesitaria temperaturas muy elevadas. Los P-450 re-
quieren electrones para reducir el oxigeno molecular, salvo contadas excep-
ciones en las que el enzima utiliza per6xidos en lugar de oxigeno molecular
(11). Los P-450s pueden clasificarse en cuatro clases en funcién de como ac-
ceden los electrones desde el NADPH hasta el centro catalitico del enzima
(6). Las proteinas de clase I utilizan una reductasa que contiene FAD y una
ferrosulfoproteina (ferridoxina). Las de clase II usan una cadena de transfe-
rencia de electrones mas corta y s6lo necesitan una reductasa del citocromo
P-450 que contiene FAD/FMN para la transferencia de electrones. Las de cla-
se III son autosuficientes y no requieren un donador de electrones, mientras
que las de clase IV reciben los electrones directamente del NAD(P)H.
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Ficura 3. Localizacion del sistema citocromo P-450 en la membrana del reticulo
endoplasmico

En los organismos eucariotas los P-450s de clase I se encuentran aso-
ciados a la membrana interna de la mitocondria. El origen filogenético de las
formas de P-450 mitocondrial identificadas en diferentes especies animales
(estos enzimas no han sido descritos en plantas) parece no estar relacionado
con los P-450s de clase I de los procariotas, a pesar de sus analogias en la
cadena de transporte electrénico (6). En los mamiferos estos P-450s catali-
zan diversos pasos de la biosintesis de hormonas esteroideas y vitamina D,.

Los enzimas de clase II son los mds abundantes en eucariotas. Los P-
450s y las NADPH-citocromo P-450 reductasas no estdn asociados y am-
bos estdn anclados de forma independiente en la cara externa de la mem-
brana del reticulo endopldsmico mediante la region hidrofébica del extremo
amino-terminal (Figura 3). La actividad de algunos P-450s se ve favoreci-
da por la presencia de citocromo b, que facilita la transferencia de electro-
nes desde el NAD(P)H (12). Estos enzimas participan en mudltiples fun-
ciones biosintéticas. A modo de ejemplo, en los hongos se encargan de la
sintesis de esteroles de membrana y micotoxinas, y en los vegetales inter-
vienen en los procesos de sintesis y catabolismo de hormonas, la oxidacién
de 4cidos grasos, las rutas metabdlicas que conducen a la lignificacion y la
sintesis de pigmentos y compuestos de defensa (antioxidantes, fitoestroge-
nos, aromas) (10). En los animales, entre sus funciones fisioldgicas se in-
cluyen la biosintesis y el catabolismo de moléculas sefializadoras, hormo-
nas esteroideas y écido retinoico.
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Ademais de sus funciones biosintéticas, los P-450s de clase 1 y de cla-
se II participan en los procesos de metabolizacién de xenobidticos tanto
en plantas como en animales (13). Se trata de enzimas de gran trascen-
dencia desde el punto de vista farmacoldgico y toxicolégico. Son los res-
ponsables del metabolismo de farmacos y de los procesos de detoxifica-
cion. No obstante, en ocasiones participan en procesos de activacion
contribuyendo a la aparicion de fendmenos toxicos o de carcinogénesis.

Los P-450s de clase III participan en la sintesis de prostaglandinas en
mamiferos, mientras que el P-450 de clase IV sélo se ha identificado en
hongos (14). Ambas clases de enzimas se podrian considerar como las
formas mds ancestrales de P-450s que participan en la detoxificacion de
especies activadas de oxigeno.

5. MECANISMO ENZIMATICO DEL P-450

Los detalles de los mecanismos por los que los P-450s catalizan tan ele-
vado nimero de reacciones son todavia desconocidos. La activacion del oxi-
geno, que parece ser similar en todos los P-450s (o al menos en todos los es-
tudiados), es precisamente el aspecto mejor conocido (5). El centro catalitico
de los P-450 es el atomo de hierro hexacoordinado (con los 4 anillos de la
protoporfirina IX, con el grupo tiol de un residuo de cisteina de la cadena po-
lipeptidica y con el solvente, normalmente agua). El primer paso del proceso
catalitico consiste en la union del substrato y el desplazamiento del solvente
en la sexta posicion de coordinacién del dtomo de hierro. Como consecuen-
cia de ello se originan cambios en el estado de spin, en el potencial redox y
en el maximo de absorbancia de la hemoproteina. En el segundo paso se pro-
duce la reduccion del complejo hemoproteina-substrato al estado ferroso (el
Fe* del grupo hemo pasa a Fe**) gracias al aporte de un electrén y al aumento
en el potencial redox originado en el paso anterior. El tercer paso es la unién
del oxigeno molecular para formar un complejo superdxido y en el cuarto paso
se produce el aporte de un segundo electrén con la formacién de una especie
activada de oxigeno. A partir de este punto el mecanismo no se conoce con
certeza. La naturaleza de la especie activada de oxigeno es desconocida (se
apunta que pudiera ser una mezcla de complejos hierro-peroxo o hierro-oxo
con la hemoproteina). En cualquier caso, se trataria de un oxidante electrofi-
lico de vida muy corta formado por la protonacion del dioxigeno (O=0) (15).
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Ficura 4. Ciclo catalitico del citocromo P-450

El resultado final seria la liberacién de uno de los 4tomos de oxigeno en for-
ma de una molécula de agua y la incorporacion del otro en el substrato. En
la Figura 4 estd representado el proceso que daria lugar a la formacion de un
metabolito hidroxilado. El resultado de la actividad enzimadtica del P-450 no
siempre es la insercion de oxigeno en la molécula del substrato, pudiendo ca-
talizar también reacciones de deshidratacion, deshidrogenacion, isomerizacion,
dimerizacion, e incluso reduccion.

El desacoplamiento del ciclo catalitico del P-450 se produce cuando los
electrones del cofactor NADPH son consumidos sin formacién de metabo-
litos oxidados. Esto ocurre cuando a) el intermediario Fe**-O, se autooxida
liberando anién superdxido y regenerando el enzima en estado férrico; b) el
intermediario Fe**-hidroperdxido se disocia en una molécula de H,0, y en-
zima férrico; o ¢) la especie Fe=O en lugar de oxidar el sustrato es reduci-
da a una molécula de agua por transferencia adicional de electrones (5).

6. LA SUPERFAMILIA P-450: NOMENCLATURA
Desde el momento del descubrimiento del P-450 la purificacion e iden-

tificacion de nuevos isoenzimas ha sido una constante (2). En un principio
los enzimas se nombraban en funcion de la reaccion que catalizaban o de
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su inducibilidad, lo que motivé que un mismo P-450 recibiera nombres di-
ferentes en cada uno de los laboratorios donde habia sido caracterizado. A
finales de los afos 80 el elevado nimero de P-450 conocidos hizo que la
comunidad cientifica se planteara la necesidad de establecer unos criterios
de nomenclatura que evitara posibles ambigiiedades. En 1987 se estable-
cieron los principios del sistema de nomenclatura y clasificacion que se uti-
liza hoy en dia, el cual obedece a criterios filogenéticos y se basa en la iden-
tidad de la secuencia de aminoacidos en las cadenas polipeptidicas de los
diferentes enzimas (16). Segun este criterio, los P-450 se identifican con las
siglas CYP seguido de un niimero que designa la familia, una letra que iden-
tifica la subfamilia y otro nimero que se corresponde con el gen (p. e.
CYPIAI, CYP2C9). Con este sistema de nomenclatura quedan totalmente
identificados todos los P-450s, tanto procariotas como eucariotas. En una
misma familia se agrupan aquellos enzimas cuya secuencia de aminodcidos
tiene una similitud mayor del 40%, independientemente de la especie de
procedencia. Dentro de una familia los P-450s se agrupan en diferentes sub-
familias que, siempre que haya mds de una, se denominan correlativamen-
te empezando siempre por la letra A (p. e. CYP2A, CYP2B, CYP2C, etc).
En este caso, el requisito para que dos P-450 pertenezcan a la misma sub-
familia es que tengan una homologia en la secuencia de aminodcidos supe-
rior al 55%. Por ultimo, dentro de la misma subfamilia, los enzimas indivi-
duales se designan segin nimeros empezando siempre por el 1 (p. e.
CYP1A1, CYP1A2), teniendo en cuenta que dos P-450 se consideran como
diferentes siempre y cuando sus respectivas secuencias difieran en mas de
un 3%.

Los P-450 constituyen una superfamilia de hemoproteinas que pue-
den encontrarse en numerosas especies (bacterias, hongos, plantas, in-
sectos, nematodos, peces, aves, mamiferos) y para los que se supone un
origen comun. Todos los P-450 identificados a lo largo de la escala filo-
genética (desde bacterias hasta mamiferos) se nombran segin el mismo
criterio y se incluyen dentro de la misma clasificacion. Algunos P-450
son comunes a varias especies (p. e. CYP1A2 y CYP2EI presentes en
diferentes mamiferos y roedores) y otros son caracteristicos de una espe-
cie en particular (p. e. CYP2A6 o CYP3A4 exclusivos del hombre). En
cualquier caso, cada especie presenta su propio patrén de P-450s. Estos
enzimas se han utilizado como instrumentos para estudios filogenéticos.
En este sentido, la informacién obtenida tras el andlisis de la homologia
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FiGURA 5.  Los enzimas P-450 identificados en la especie humana

de los genes que codifican los P-450s en diferentes especies ha permiti-
do la generacion de mapas de la evolucién de dichas especies y las rela-
ciones existentes entre las mismas (17).

Cuando en 1987 se realiz6 la primera clasificacion de los miembros
de esta superfamilia de enzimas, se habian descrito a penas 30 genes di-
ferentes que se agruparon en 10 familias (16). En poco més de 15 afios
el nimero de P-450 conocidos ha aumentado de forma extraordinaria y
en la actualidad ya asciende a més de 2000, incluidos en 200 familias di-
ferentes (http:/drnelson.utmem.edu/CytochromeP-450.html). En el caso
concreto del hombre se han secuenciado 57 genes y 47 pseudogenes per-
tenecientes a 18 familias (Figura 5). Los pseudogenes son genes defecti-
vos que no originan proteinas funcionales y que se consideran como una
reminiscencia de duplicaciones de genes en los que una de las copias ha
degenerado y perdido su funcién.

Los enzimas P-450 intervienen tanto en el metabolismo de xenobidti-
cos como en la biosintesis de compuestos endégenos. Hoy en dia parece
evidente que el P-450 surgi6é con la finalidad de catalizar reacciones del
metabolismo de compuestos enddgenos y que en un momento determina-
do los xenobidticos aparecieron como substratos fortuitos. No debemos ol-
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vidar que la mayor parte de los xenobidticos son compuestos de naturale-
za lipofilica que guardan ciertas similitudes (estructurales, fisicoquimicas,
etc) con los substratos enddgenos de los P-450. Por tanto, y tomando como
punto de partida los P-450 preexistentes, los organismos vivos, en su evo-
lucién, se han ido adaptado a su nuevo entorno desarrollando nuevos en-
zimas capaces de favorecer la eliminacion de los xenobidticos con los que
pueden entrar en contacto. Esta evolucion nos ha llevado a la situacion ac-
tual en la que existen familias de P-450s que siguen catalizando la trans-
formacion de moléculas endégenas, mientras que otros enzimas se han “es-
pecializado” en el metabolismo de compuestos exdgenos (18).

7. LOS ENZIMAS P-450 EN EL HOMBRE. EXPRESION
EN DIFERENTES TEJIDOS

En un principio se pensé que los P-450s eran proteinas exclusivamen-
te hepdticas. Esta idea inicial se descarté al comprobarse la presencia de
estos enzimas en practicamente todo el organismo (19) e incluso algunos
de ellos sélo se localizan en tejidos extrahepaticos. La amplia distribucién
tisular de los P-450s se debe probablemente al gran niimero de funciones
que realizan. No obstante, el higado es el 6rgano con mayor expresion de
estos enzimas y en €l se encuentran tanto los P-450s implicados en reac-
ciones fisioldgicas como los encargados del metabolismo de xenobidticos,
si bien éstos ultimos son los mds abundantes. Se estima que alrededor del
70% de los P-450 hepaticos pertenecen a las familias 1 a 3 (Tabla 1). Pre-
cisamente estas tres familias son las que catalizan la mayor parte de las re-
acciones de biotransformacion de substratos exdgenos. Los isoenzimas mas
abundantes en el higado humano son el CYP3A4 y los CYP2Cs, que re-
presentan un 30% y un 20% respectivamente del contenido total de P-450
(20). Como consecuencia de ello, y a pesar de que algunos P-450s que par-
ticipan en las reacciones de biotransformacion sélo se expresan en tejidos
extrahepdticos (p. e. CYP1A1, CYP2F1) (21,22), el higado se considera
como el principal 6rgano de metabolizacion de xenobiodticos. El papel cla-
ve del higado en la eliminacién de estos compuestos deriva de su mayor
contenido en enzimas implicados en las reacciones de metabolizacion y de
su privilegiada situacion anatémica que le permite el contacto directo con
todos los compuestos que acceden al organismo por via oral.
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TaBra 1
Principales P-450s de metabolizacion de farmacos en el higado
humano
Abundancia Variabilidad . Metabolismo de Activacion de
en higado (%) interindividual " Expresién farmacos (%) pre-carcindgenos
1A2 10 30 Inducible, polimérfico 4 Si
2A6 5 100 Polimérfico <1 Si
2B6 1 50 Inducible <1
2C8 <1 30 Polimérfico <1
209 15 30 Polimorfico 11 Si
2C19 4 30 Polimorfico 6
2D6 4 200 Polimérfico 25
2E1 10 50 Inducible, polimorfico 4 Si
3A4 30 80 Inducible, polimérfico 50 St
3A5 <1 Inducible, polimérfico <1

* Estimacion del contenido relativo en higado humano de cada enzima P450 con respecto al P450 total (20).
® Variabilidad de los niveles de cada enzima en el higado de diferentes individuos (23).
¢ Estimacion de la participacién de cada enzima en el metabolismo de farmacos en el hombre (76).

La expresion hepdtica de los P-450 varia extraordinariamente entre di-
ferentes individuos como consecuencia de factores genéticos, fisiopatol6-
gicos y ambientales (23). Algunos P-450 presentan expresion polimérfica
lo que conduce a variantes del enzima que pueden tener alterada su activi-
dad catalitica (http://www.imm.ki.se/CYPalleles). La frecuencia de apari-
cién de las formas polimorficas del enzima varia notablemente entre dife-
rentes grupos étnicos (24). Los diferentes fenotipos pueden traducirse en
variaciones significativas del metabolismo de algunos farmacos en deter-
minados individuos y, como consecuencia de ello, pueden observarse alte-
raciones de sus pardmetros farmacocinéticos, disminucién de su eficacia te-
rapéutica o un mayor riesgo de aparicion de efectos adversos.

No obstante, el patron de P-450s en un individuo no sélo estd controla-
do a nivel genético, sino que también estd modulado por otros factores. En
este sentido se ha apuntado la existencia de diferencias en la actividad del P-
450 en funcién de la edad del individuo, si bien los resultados realizados en-
tre diferentes grupos de poblacién (neonatos, nifios, adultos, poblacién ge-
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ridtrica) no son totalmente concluyentes (26-27). Del mismo modo, el sexo
se considera otro posible factor modulador de la actividad de estos enzimas
(28). Se ha demostrado que algunas formas del P-450 sélo se expresan en
ratas macho, mientras que otras son especificas de las hembras (29). El ori-
gen de estas diferencias parece ser la existencia de un control hormonal sexo-
dependiente de la expresion de los P-450. En otras especies de roedores o en
primates no humanos también se han observado ciertas variaciones ligadas
al sexo, aunque en todos los casos la magnitud de las diferencias es inferior
a la observada en la rata. Diferentes estados fisiologicos como el embarazo
o el ayuno, alteraciones fisiopatoldgicos que afectan a la homeostasis gene-
ral del organismo, entre los que se incluyen desequilibrios hormonales, pro-
cesos inflamatorios, obesidad, neoplasias, etc. o enfermedades hepdticas, ta-
les como esteatosis, cirrosis o tumores hepéticos modifican la expresion del
P-450 y su capacidad funcional (30,31). Asimismo, la influencia de la dieta
y del estado nutricional del individuo ha sido ampliamente estudiada (32,33).
La expresion del P-450 puede modularse por cambios en los niveles de ma-
cro o micronutrientes, por el ayuno y la reduccién en la ingesta caldrica, o
por la presencia en los alimentos de otros componentes que no pueden con-
siderarse como nutrientes y que pueden producir induccién o inhibicion de
los P-450. Entre estos ultimos se pueden incluir aditivos alimentarios (con-
servantes, estabilizantes, colorantes, antioxidantes, etc), compuestos indoli-
cos presentes en ciertos vegetales, la cafeina, flavonoides naturales de cier-
tos vegetales, terpenoides y una larga lista de compuestos a la que habria que
afiadir los productos que se generan como consecuencia de la preparacion de
los alimentos a elevadas temperaturas (33). Mencién especial merecen los
efectos inductores producidos por el alcohol y ciertos componentes del humo
del tabaco. Finalmente, a todos estos factores habria que sumar los posibles
efectos inductores e inhibidores producidos por la ingestion, inhalacién o con-
tacto con otros xenobidticos tales como contaminantes ambientales, pestici-
das, cosméticos, productos toxicos o los propios farmacos.

8. LOS ENZIMAS P-450 DE METABOLIZACION

DE XENOBIOTICOS

Los enzimas que catalizan la transformacion de xenobidticos en el
hombre y el resto de mamiferos pertenecen a las familias 1 a 3, mientras
que en el resto de las familias se incluyen enzimas que intervienen en el
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metabolismo de compuestos endégenos de naturaleza tan diversa como
esteroides, acidos biliares, dcidos grasos, prostaglandinas, leucotrienos,
etc. No obstante, algunos enzimas de las tres primeras familias también
metabolizan substratos endégenos (34,35) y para algunos de los enzimas
incluidos en la familia 2 (p. e. CYP2J2, CYP2T, CYP2V, CYP2W) no se
ha podido demostrar, al menos hasta el momento, su papel en el meta-
bolismo de xenobidticos.

8.1. Familia CYP1

En esta familia se incluyen dos subfamilias: CYP1A, constituida por
los isoenzimas CYP1A1l y el CYP1A2, y CYPIB, a la que pertenece el
CYPIBI. Estos tres enzimas comparten una serie de caracteristicas. En
todos ellos, el control transcripcional de la expresion del enzima tiene lu-
gar a través de la via del receptor nuclear Ah (Aryl hydrocarbon recep-
tor) (36,37). Ademads, los tres participan de forma destacada en procesos
de activacién de procarcindégenos. Sin embargo, presentan notables dife-
rencias en su actividad metabdlica y su distribucién en diversos tejidos.
Los enzimas CYP1A1 y CYP1A2 juegan un papel importante en la acti-
vacion de algunos procarcinégenos, convirtiéndolos en metabolitos inter-
mediarios que pueden unirse al DNA originando mutaciones (38). El
CYPIAL activa el beno(a)pireno y otros hidrocarburos arométicos poli-
ciclicos, y el CYP1A2 participa fundamentalmente en la activacién de ni-
trosaminas, aflatoxina B1 y aminas aromaticas (38,39).

El CYP 1Al es un enzima extrahepdtico. Su expresion constitutiva es
muy baja, pero es muy inducible por ligandos del receptor A% (hidrocar-
buros aromaticos policiclicos, dioxinas, humo del tabaco) por lo que la
exposicion a estos compuestos aumenta de forma significativa sus nive-
les en tejidos como el pulmon, la placenta, la glandula mamaria o los lin-
focitos (40). Presenta formas polimorficas, algunas de las cuales se han
relacionado con una mayor incidencia del cdncer de pulmén en algunos
grupos de poblacion (41).

La expresion CYP1A2 parece estar restringida al higado, donde cons-
tituye aproximadamente el 10% del contenido total de P-450 (20). Se tra-
ta de un enzima inducible por hidrocarburos (contenidos en el humo del
tabaco o producidos durante la carbonizacién de algunos alimentos), com-
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puestos inddlicos de algunos vegetales o algunos farmacos (fenitoina,
omeprazol) (42-44). Se han identificado variantes alélicas del enzima, al-
gunas de las cuales se correlacionan con una mayor o menor respuesta al
efecto inductor del humo del tabaco, lo que podria explicar, al menos en
parte, la elevada variabilidad que presenta el enzima entre diferentes in-
dividuos (45,46). Entre los substratos del CYP1A2 no sélo se encuentran
precarcindégenos y compuestos toxicos, sino también moléculas con acti-
vidad farmacolégica como fenacetina, paracetamol, cafeina, teofilina,
olanzapina o propanolol (43). En general, se trata de moléculas neutras o
basicas, lipofilicas y planas (47).

El CYP1BI1 es el miembro de la familia mas recientemente caracte-
rizado. Se expresa de forma constitutiva en el rifién, prostata, glandula
mamaria o el ovario, pero no en el higado (38,48). En general su expre-
sion basal (en situaciones de no induccion) es mayor que la del CYP1A1
y participa tanto en el metabolismo de estrégenos como de hidrocarbu-
ros aromadticos policiclicos y de aminas heterociclicas (38). El gen del
CYPIBI presenta formas alélicas algunas de las cuales se traducen en una
alteracion funcional (49). Se ha sugerido un posible papel del enzima
como modulador de ciertos procesos de crecimiento y diferenciacion, asi
como una sobreexpresion del mismo en algunos tumores (50).

8.2. Familia CYP2

Se trata de la familia constituida por mayor niimero de miembros, los
cuales estan organizados en mas de 20 subfamilias. En el hombre la fa-
milia CYP2C la integran 20 enzimas pertenecientes a 13 subfamilias di-
ferentes. A diferencia de la familia CYPI1, sus miembros no comparten
vias comunes de regulacion de la expresion y la naturaleza quimica de
los substratos de estos enzimas es muy heterogénea.

Tres miembros de la subfamilia CYP2A han sido identificados en el
hombre: CYP2A6, CYP2A7 y CYP2A13. El CYP2AG6 se expresa en el
higado donde representa aproximadamente el 5% del total y es inducible
por fenobarbital y otros farmacos antiepilépticos (20,51). Este enzima in-
terviene en la activacion de algunos procarcindégenos como aflatoxina B1
o nitrosaminas del humo del tabaco (52), en la metabolizacién de la ni-
cotina (53) y en la biotransformacién de algunos fiarmacos (54). Se ha
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observado la existencia de polimorfismos genéticos del CYP2A6 que han
sido asociados a una diferente susceptibilidad al cdncer de pulmén
(55,56). El CYP2A7 es una proteina no funcional y el CYP2A13 no se
expresa en el higado y si de forma importante en la mucosa olfativa (57).

El CYP2B6 es el tnico miembro de la subfamilia CYP2B identifi-
cado en el hombre. Los niveles en higado son bajos y muy variables, si
bien en general representa un contenido < 1% del P-450 total (58). Su in-
duccion estd mediada por el receptor nuclear CAR (constitutive active re-
ceptor) y probablemente también por PXR (pregnane X receptor) (59,60).
Entre los substratos del CYP2B6 se han identificado compuestos téxicos
y algunos farmacos (61,62).

La subfamilia CYP2C en el hombre estd integrada por cuatro genes:
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 y CYP2C19. Entre ellos, el CYP2C9 es
el que presenta mayor contenido en higado humano (Tabla 1). Los subs-
tratos del CYP2C9 suelen ser moléculas débilmente lipofilicas que se
comportan como acidos débiles. Se ha identificado la existencia de poli-
morfismos genéticos del CYP2C9 (63), pero se desconocen sus conse-
cuencias funcionales, a pesar de que este enzima cataliza el metabolismo
de gran nimero de compuestos de gran interés terapéutico tales como far-
macos antiinflamatorios o hipoglucemiantes (64). E1 CYP2C9 metaboli-
za la mayor parte de estos substratos a través de reacciones de hidroxi-
lacién. Se trata, en general, de moléculas de caracter acido, ionizadas a
pH fisioldgico, posiblemente con un heterodtomo y anfipdticas (la region
hidrofébica se corresponde con el lugar de hidroxilacion). Los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos constituyen el grupo de substratos mas
importante, en los cuales la hidroxilacion tiene lugar en el anillo aroma-
tico o en una cadena alquilica lateral de 2 6 3 dtomos de carbono. El
CYP2C19 también se expresa en higado y es responsable del metabolis-
mo de un nimero importante de farmacos (64). Presenta polimorfismo
genético cuyas consecuencias fenotipicas conducen a la aparicién de in-
dividuos considerados como ‘“metabolizadores lentos” con una inciden-
cia del 3% y 20% en poblaciones caucdsicas y japonesas, respectivamente
(65,66). Este polimorfismo afecta al metabolismo de farmacos como la
mefenitoina, warfarina u omeprazol (67). A diferencia del CYP2C9, los
substratos del CYP2C19 suelen ser moléculas neutras o de caricter basi-
co y moderadamente lipofilicas (47). E1 CYP2CS8 se expresa en higado
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en niveles variables y poco importantes. Entre sus substratos se encuen-
tran moléculas enddgenas (4cido retinoico, retinol) y algunos farmacos
(68,69). Hasta el momento no se ha detectado la existencia de formas po-
limérficas. EI CYP2C18 no se expresa en higado, al menos de forma apre-
ciable y se desconocen su actividad funcional y las posibles implicacio-
nes fenotipicas de las formas polimérficas identificadas (70,71).

Dentro de la subfamilia CYP2D, en el hombre sélo se ha identifica-
do el CYP2D6, el cual se expresa en higado y no es inducible. Se trata po-
siblemente del P-450 mas popular entre los médicos y profesionales de la
salud debido a su polimorfismo genético. En la actualidad se conocen unas
80 variantes alélicas del gen, la mayor parte de las cuales afectan a la ac-
tividad de la correspondiente proteina (http://www.imm.ki.se/CYPalleles).
Se han establecido tres fenotipos del enzima que se conocen como meta-
bolizadores lentos (con alelos defectivos), metabolizadores rdpidos (forma
nativa o variantes alélicas sin consecuencias funcionales) y metabolizado-
res ultrarrdpidos (con multiples copias del gen). El impacto clinico de es-
tas alteraciones en la actividad del CYP2D6 se hace patente al observar la
larga lista de agentes terapéuticos que son substratos del enzima (72,73).
Entre los farmacos cuyo metabolismo se ve afectado por estos fenotipos
funcionales se incluyen antiarritmicos, antidepresivos triciclicos, neurolép-
ticos o beta-bloqueantes (64). El polimorfismo genético del CYP2D6 se ha
relacionado también con una diferente susceptibilidad a la enfermedad de
Parkinson y al cancer de higado o de pulmén (74,75). Es de destacar el he-
cho de que el CYP2D6 es considerado el segundo enzima en importancia
en el metabolismo de farmacos (después del CYP3A4), ya que se estima
que mas del 25% de los farmacos son substratos del mismo, cifra superior
a la de otros enzimas mas abundantes como CYP1A2, CYP2C9 o CYP2E1
(Tabla 1) (76). Este dato contrasta con el contenido relativamente bajo del
enzima en higado, donde s6lo representa en torno al 2-5% del P-450 total.
Los substratos del enzima son en general moléculas ligeramente hidréfilas
con al menos un dtomo de nitrogeno de cardcter basico (47).

El CYP2E]L, el tnico miembro de la subfamilia CYP2E identificado
en la especie humana. Se expresa en el higado (ardedor del 10% del P-
450 total en este tejido) y también en otros tejidos, aunque de forma me-
nos importante (19). Este enzima participa en la activacion de ciertos car-
cindgenos (hidrocarburos halogenados, nitrosaminas) y en el metabolismo
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de solventes de uso comin como etanol, acetona o benceno (77). Se co-
nocen pocos farmacos metabolizados por el CYP2E1 entre los que cabe
destacar el paracetamol, clorzoxazona o ciertos anestésicos (p.e. halotano,
enflurano) (64,78). Se trata, en general, de moléculas pequefias (peso mo-
lecular < 200 kD) y neutras (47). Una de las caracteristicas del CYP2E1
es su inducibilidad por etanol y otros compuestos (acetona, isoniazida),
pero también por ciertos estados fisiopatolégicos tales como la diabetes o
el ayuno (79,80).

En el resto de subfamilias pertenecientes a la familia CYP2 se inclu-
yen diversos enzimas con muy baja expresion (muchos son sélo extrahe-
paticos) y con poca relevancia desde el punto de vista funcional. Entre
ellos se encuentran enzimas que intervienen en el metabolismo de subs-
tratos endégenos (p.e. CYP2J2) (35) y otros que metabolizan xenobiodti-
cos (p.e. CYP2F1) (81), si bien no se ha identificado la participacion de
enzimas de estas subfamilias en el metabolismo de compuestos de inte-
rés farmacolégico.

8.3. Familia CYP3

En el hombre esta familia contiene una unica subfamilia que com-
prende cuatro genes: CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7 y CYP3A43, de los
cuales sélo se han caracterizado las proteinas correspondientes a los tres
primeros. Son enzimas con una alta homologia en la secuencia de ami-
nodcidos (>85%), con caracteristicas funcionales (actividad catalitica)
muy similares e inducibles por ciertos farmacos (barbituricos, rifampici-
na, dexametasona) (82). Se trata del grupo de enzimas con mayor im-
portancia en el metabolismo de agentes terapéuticos, si bien también me-
tabolizan xenobidticos de relevancia toxicolégica (p.e. aflatoxina B1,
I-nitropireno (82,83), o compuestos enddgenos (p.e. cortisol, testostero-
na, progesterona (84). La expresion tisular de estos enzimas presenta no-
tables diferencias. El CYP3A4 es el P-450 mas abundante en el higado
humano (constituye un 30-40% del total) y se expresa también en la mu-
cosa intestinal (85). El CYP3AS es menos abundante que el CYP3A4 y
se localiza en el higado (donde se expresa de forma polimorfica), pul-
mon, rifion, colon, es6fago o glandula pituitaria (19,86). El CYP3A7 se
encuentra fundamentalmente en el higado fetal, donde es la forma ma-

48



(QUE ES EL CITOCROMO P-450 Y cOMO FUNCIONA?

yoritaria, aunque existen evidencias de que también se expresa en higa-
do adulto (87,88). Los CYP3A son inducibles por ciertos farmacos entre
los que se encuentran anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoina, carba-
mazepina), agentes antimicrobianos (rifampicina) y glucocorticoides (de-
xametasona) (82). La induccién de CYP3A4 y CYP3A7 estd regulada a
través del receptor nuclear PXR y la del CYP3AS a través del receptor
para glucocorticoides (60,89,90).

El papel destacado de estos P-450 en el metabolismo de farmacos, y
de forma particular del CYP3A4, se debe no sélo a su mayor abundancia
en el tejido hepdtico (en situaciones de induccion puede llegar a suponer
mads del 50% del P-450 hepdtico), sino también al gran nimero de molé-
culas de interés clinico que han sido identificadas como substratos del
mismo. En este sentido, se estima que la mitad de los farmacos con rutas
metabdlicas conocidas son metabolizados por el CYP3A4 y en esta larga
lista se incluyen agentes terapéuticos de notable importancia como la eri-
tromicina, midazolam, ciclosporina A, lidocaina o nifedipina (91-93). La
administraciéon simultdnea de dos o mds farmacos es una prictica tera-
péutica comun y cabe la posibilidad de que dichos farmacos sean meta-
bolizados por el mismo enzima, probablemente el CYP3A4. Este hecho
origina la aparicion de interferencias metabdlicas motivadas por la com-
petencia de dos farmacos por el enzima, lo que puede dar lugar a varia-
ciones importantes, y no esperadas, en los niveles plasmaticos de los far-
macos. Estas interacciones pueden ser especialmente peligrosas en el caso
de farmacos con indices terapéuticos muy estrechos. A modo de ejemplo,
la coadministracion de antifiingicos azodlicos (potentes inhibidores del
CYP3A4) y cisaprida (farmaco utilizado para el tratamiento de la dispep-
sia no ulcerosa y metabolizado por el CYP3A4) conduce a un aumento de
los niveles de éste ultimo, lo que aumenta el riesgo aparicion de arritmias
ventriculares potencialmente fatales (82,94). Otra posible causa de inter-
accién metabdlica es la coadministracion de un farmaco inductor del
CYP3A4 y otro metabolizado por el enzima (93). El aumento de la acti-
vidad CYP3A4 dard lugar a una ripida metabolizacién del farmaco, por
lo que sus niveles plasmaticos no alcanzaran los niveles deseados y el far-
maco se mostrard ineficaz. Por ejemplo, el tratamiento con fenitoina re-
duce considerablemente los niveles plasmadticos y la biodisponibilidad de
la ciclosporina y la rifampicina acelera la eliminacién del etinilestradiol,
quinidina y otros farmacos (93,95).
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Los tres enzimas CYP3A presentan formas polimorficas. Se conoce la
existencia de mas de 20 variantes del CYP3A4, sin embargo se estima que
su contribucion a la variabilidad interindividual del enzima es escasa, aun-
que no se descarta que pueda jugar un papel importante en la respuesta ati-
pica a algunos fadrmacos o la sensibilidad a ciertos carcinégenos (86,96). En
el caso del CYP3AS el polimorfismo afecta a su expresion en el higado y
se traduce en una expresion relativamente baja en la mayor parte de la po-
blacién, en una expresion muy elevada en grupos reducidos o la ausencia
de la proteina en otros individuos (97). Del mismo modo, la expresion po-
limérfica del CYP3A7 es el motivo de las notables diferencias entre indivi-
duos que presentan los niveles hepéticos e intestinales del enzima (88).

8.4. Otros enzimas P-450

El resto de P-450s tiene una escasa repercusion en el metabolismo de
farmacos y otros xenobidticos, al tratarse de enzimas implicados funda-
mentalmente en el metabolismo de substratos enddgenos. La unica subfa-
milia con interés farmaco-toxicolégico es la CYP4A, que incluyen enzimas
inducibles por hidrocarburos aromaticos (plaguicidas, herbicidas, solventes)
(98), pero cuya posible participacién en el metabolismo de xenobidticos no
se ha podido demostrar. En la Tabla 2 se muestran las rutas o reacciones
metabolicas en las que intervienen los P-450 de metabolismo endégeno. Es-
tos CYPs son indispensables en los organismos eucariotas para la biosinte-
sis de esteroles (constituyentes fundamentales de la membrana plasmatica),
e intervienen en otros procesos endogenos, tales como procesos de sintesis
o de metabolizacién de esteroides, prostaglandinas, leucotrienos, sales bi-
liares, vitaminas liposolubles (A y D), alcaloides endogenos, etc. (2). Se tra-
ta de enzimas especificos, que catalizan una sola reaccién y que tienen un
solo substrato (en ocasiones dos). Este comportamiento contrasta de forma
notable con la baja especificidad de los P-450 metabolizacion de xenobio-
ticos (los pertenecientes a las tres primeras familias).

La aparicion de alteraciones en los genes que codifican estos P-450s
puede afectar la funcién de la proteina correspondiente. Por regla general,
se produce un déficit total o parcial de la actividad del enzima, si bien tam-
bién pueden aparecer casos de sobreactividad. En cualquier caso, estas al-
teraciones funcionales pueden conducir a la aparicién de enfermedades o
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TaBLA 2
Papel de los P-450s en el metabolismo endogeno del hombre

Isoenzima Funcion metabdlica

CYP4Al1 Metabolismo 4cidos grasos (B-hidroxilacién y ®-hidroxilacién)
CYP4B1 Metabolismo 4cido araquidénico (sintesis de 12(R)-HETE)
CYP4F2 Metabolismo 4acido araquidénico (sintesis de 20-HETE)
CYP4F3 Metabolismo de leucotrinenos (LTB4)

CYP4F8 Metabolismo prostaglandinas (19R-hidroxilacién)

CYP5 Metabolismo del dcido araquidénico (Tromboxano A2 sintetasa)
CYP7A Biosintesis de 4cidos biliares (primer paso y limitante de la via)
CYP7B Sintesis neuroesteroides (cerebro)

CYPSA Metabolismo del 4dcido araquidénico (Prostaciclina sintasa)
CYP8SB Biosintesis de acidos biliares (12-o0 hidroxilasa)

CYPI11Al Biosintesis esteroides (conversion de colesterol a pregnenolona)
CYP11B1 Sintesis cortisol (11-f hidroxilacién de 11-desoxicortisol)
CYP11B2 Sintesis de aldosterona (18-hidroxilacjén de costicosterona)
CYP17 Sintesis de testosterona y estrégenos (12-o hidroxilasa)

CYP19 Sintesis de estrégenos (actividad aromatasa)

CYP20 Enzima especifico de vertebrados (posible papel en el desarrollo)?
CYP21 Sintesis cortisol (C21 esteroides sintetasa)

CYP24 Degradacién/inactivacién de metabolitos de la vitamina D
CYP26A1 Metabolismo del acido retinoico (trans hidroxilasa)

CYP26B1 Posible papel en el metabolismo del 4cido retinoico?

CYP26C1 Posible papel en el metabolismo del 4cido retinoico?

CYP27A1 Biosintesis de 4cidos biliares (esterol 27-hidroxilasa)

CYP27B1 Activacién vitamina D3 (1-o hidroxilacién del precursor)
CYP27C1 ?

CYP39 Metabolismo del colesterol (24-hidroxicolesterol 7-hidroxilasa)
CYP46 Metabolismo del colesterol (colesterol 24-hidroxilasa)

CYP51 Sintesis de colesterol (lanosterol 14-o desmetilasa)

trastornos fisiolégicos con distinto grado de severidad. A modo de ejemplo,
se ha descrito que defectos en los genes que codifican los enzimas CYP11B1
o CYP21, ambos implicados en la biosintesis de colesterol (Tabla 2), dan
lugar a hiperplasia adrenal congénita, y alteraciones a nivel del gen del
CYPI11B2 producen hipoaldosteronismo congénito (99,100). En contraste,
mutaciones similares en los P-450s de las familias 1 a 3 normalmente no
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tienen consecuencias tan graves, aunque se vea afectada la biotransforma-
cién de xenobidticos, con posibles consecuencias farmacoldgicas y toxico-
l6gicas, y se afecte la susceptibilidad a determinadas enfermedades (18).

9. CITOCROMO P-450 Y TOXICIDAD

Como apuntdbamos en la introduccién de este capitulo, el objetivo final
del P-450, y del resto de enzimas implicados en el metabolismo de xenobidti-
cos, es transformar el substrato en metabolitos mas facilmente excretables del
organismo. Durante estas reacciones de biotransformacion, el farmaco o el t6-
xico sufre cambios en su estructura quimica que, con frecuencia, no sélo lo
convierten en una molécula mas polar, sino que ademas lo inactivan y lo con-
vierten en un metabolito sin actividad farmacolégica e inocuo desde el punto
de vista toxicolégico. Asi pues, se acelera su eliminacion al tiempo que se pro-
duce un fenémeno de detoxificacion. Durante un cierto tiempo se pensd que
esta situacion ideal tenia lugar siempre que se producia el metabolismo de un
xenobidtico, por lo que a las reacciones de biotransformacion también se les
llamé reacciones de detoxificacion. Posteriormente se comprobd que metabo-
lizacién no es sinénimo de inactivacion y, por desgracia, son numerosos los
ejemplos de xenobidticos que se convierten en moléculas toxicas tras su me-
tabolizacion (101,102). Esta desafortunada circunstancia se produce cuando los
metabolitos formados son especies reactivas que interaccionan con elementos
o procesos celulares. Se forman radicales libres y otros metabolitos electrofili-
cos (epdxidos alifaticos o arométicos, quinonaimidas) capaces de modificar co-
valentemente macromoléculas (proteinas, DNA) o de producir interacciones no
covalentes (p. e. estrés oxidativo) (103). Los mecanismos de defensa celular
tratardn de neutralizar el metabolito lo mas rapidamente posible. Si la vida me-
dia de la especie reactiva es extremadamente corta s6lo afectard al propio en-
zima que lo ha generado produciendo la inactivacién del mismo (inhibidores
conocidos como substratos suicidas del P-450) (104). Si la vida del metaboli-
to es un poco mas larga podra afectar a otras macromoléculas, pero serd neu-
tralizada antes de salir de la célula o del tejido donde se ha formado produ-
ciendo unicamente toxicidad local. Los metabolitos mas estables pueden llegar
a actuar sobre otros tejidos del organismo por lo que sus efectos toxicos seran
generalizados. En dltima instancia es el balance entre las reacciones de activa-
cién metabdlica y los procesos de neutralizacion-eliminacién (inactivacion) el
que determina la severidad y el alcance de la toxicidad. Este balance depende
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Quimioterapia convencional
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Ficura 6. Estrategia de tratamiento del cdncer basada en la transduccion selectiva
de genes P-450 en células tumorales

de muiltiples factores (polimorfismos genéticos, induccidn, inhibicién, factores
dietéticos, interacciones entre formacos, etc) y puede mostrar notables diferen-
cias a nivel individual (39,103).

La bioactivacion afecta tanto a fAarmacos como a otros xenobioticos. En-
tre los primeros el ejemplo mejor conocido es el del paracetamol. Este far-
maco puede ser metabolizado por enzimas de fase 2 con formacién de con-
jugados con glucurénido o con sulfato, los cuales son facilmente eliminados,
o puede ser oxidado por el P-450 (CYP1A2, CYP2EI, CYP3A4) produ-
ciéndose una quinonaimina altamente reactiva capaz de interaccionar con las
proteinas celulares (105). Los procesos de activacion también conducen a la
conversion de procarcindgenos en carcindgenos (77). Estas reacciones estan
catalizadas por diferentes P-450, si bien los enzimas de la subfamilia CYP1A
juegan un papel muy destacado por su capacidad de activar gran nimero de
procarcinégenos procedentes de la combustion de diferentes hidrocarburos y
que pueden acceder al organismo (principalmente por inhalacién) (77).

El fenémeno de la bioactivaciéon ha sido propuesto como una nueva
estrategia para el tratamiento del cancer (Figura 6). Esta terapia se basa
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en el desarrollo de moléculas que adquieran actividad antitumoral tras ser
metabolizadas por un determinado P-450 y, al mismo tiempo, lograr la
induccidn de dicho enzima en el tumor, pero no en células normales (106).
Un vector adecuado permite la transduccion selectiva en las células tu-
morales del gen P-450 responsable de la activacién metabdlica de la mo-
lécula (y también del gen del enzima citocromo P-450 reductasa). A
continuacion se administra el formaco no téxico, pero que es convertido
en una molécula citotoxica por el P-450. Con esta estrategia terapéutica
se consigue un aumento selectivo de la exposicion de las células tumo-
rales a la molécula activa generada de forma local, sin aumento signifi-
cativo de la toxicidad sobre el resto del tejido.
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